












本博士論文は，2016 年に Journal of Human Genetics誌に掲載された， 
Systematic molecular analyses of SHOX in Japanese patients with idiopathic 
short stature and Leri–Weill dyschondrosteosis.  (doi:10.1038/jhg.2016.18) 



































ンハンサー候補領域の塩基配列を決定した．その結果，SHOX 異常を ISS 312名中
  
12例（3.8%），LWD 16例中 8例（50%）で同定した．コピー数異常は 16症例で同
定したが，これらの症例のなかに欧州で比較的高頻度に同定されている SHOX 下流
域の 47 kb欠失を有する患者はいなかった．in silico機能予測で病的意義があると
予測される翻訳領域内点変異を 4例，病的可能性が低い塩基置換を 1例，同義置換







トゲノム病のモデルとしての SHOX異常症の理解につながる．  
  
第Ⅱ章 研究背景 




（otp, aristaless, and rax）転写活性化ドメインを有する 2, 3, 4)．SHOXの転写因子
としての具体的な機能は未解明な点が多いが，複数の遺伝子の発現を制御すると予
測されている 3, 5-7)．SHOXが NPBBの発現を増加させる一方 5)，FGFR3の発現を
低下させること 6)が，SHOXを発現する骨肉腫細胞株（U2OS）を用いて RNAの定
量を行った実験で示されている 6)．SHOXは胎生期の成長板において SOX (sex 
determining region Y – box) trio転写因子（SOX9, SOX5及び SOX6）と相互作用
し，軟骨の主要な構成成分の一つであるアグリカンをコードする Agc1のエンハンサ
ーに作用すると予測されている 7)．SHOXは，ヒトの胎生胚の四肢及び小児期の成
長板に特異的に発現する 8,9)．ヒト胎児組織を in situ hybridization法で解析した研
究によって，Carnegie発生段階 stage 14では，SHOXが四肢の中間付近に広く発







おける SHOXの機能は不明である 9)． 
SHOX 半量不全は，骨変形を伴わない特発性低身長症(ISS; OMIM #300582) ，
および，特徴的なMadelung変形を伴う Leri–Weill 骨軟骨異形成 (LWD; OMIM 




ある 2,11-18)．ISSと LWDに関連するコピー数異常は，SHOX のエクソンと cis 制
御性エンハンサーを含む領域の異常と予測されている．SHOXのプロモーターは，











に保存された非翻訳 DNA領域（highly evolutionarily conserved non-coding DNA 
elements; CNEs）に存在すると考えられている 17,18,21-23)．今までに，7か所のエン
ハンサー候補領域 (CNE-5, CNE-3, CNE-2, CNE4, CNE5, evolutionarily 
conserved region (ECR) 1 and evolutionarily conserved sequence(ECS) 4/CNE9) 
が，in vitroと in vivoでの cis制御性の発現調節能を発揮することが明らかになっ
ている 17,18,21-23)．in vitro 解析では，これらのエンハンサー候補領域が SHOX プロ
モーターとの間に物理的な相互作用をもつことが証明されている 17,24)．  
 現在までの SHOX の変異スクリーニング研究および，コピー数異常の研究は主と
して欧州の ISS および LWD患者を対象としたものである 11-17, 25-29)．過去の報告で










































 患者群は，0.5 歳から 17.9 歳までの 328名（男性 164名，女性 164名）の日本人
低身長患者のうち，下記の基準を満たすものとした． 




















人（男性 50名，女性 50名）をコントロール群として解析した． 
 
2 ゲノムコピー数解析 











値は，Microsoft Excel ver. 2007 / 2010 / 2013 (マイクロソフト社，レドモンド，
ワシントン州，アメリカ合衆国)を用いて算出した． 
MLPA法で異常が疑われた検体は，コピー数異常のゲノム上の位置をより詳細に
同定するため，aCGH（array-based comparative genomic hybridization；比較ゲ
  
ノムハイブリダイゼーション）法によるコピー数異常の解析を行った．解析には，








したスライドガラスは，Agilent G2505 C Microarray Scanner（アジレントテクノ
ロジーズ社）を用いて各プローブの蛍光強度を測定した．出力された画像データは
Agilent Feature Extraction Software ver. 10.10 （アジレントテクノロジーズ社）
を用いて数値化した．Agilent Genome Work Bench Ver. 7.0 （アジレントテクノロ
ジーズ社）を用いて，横軸に各プローブのゲノム上の位置，縦軸に対応するプロー
ブの蛍光強度をプロットし解析結果をグラフ化した． 
患者で同定されたコピー数変化のうち，公共データベースである the Database of 
































Wheeler Aligner version 0.6.2 を用いて，リファレンスゲノム(NCBI Build 
37/hg19)にアライメントを行った．アダプター配列のトリミング，低品質な塩基デ
ータのリキャリブレーション，局所的なリアライメント，並びに，バリエーション
コールは，SAMtools (ver. 0.1.17)，Picard 

















で増幅した．PCR法は，AmpliTaq Gold 360 Master Mix（サーモフィッシャー・
サイエンティフィック社，ウォルサム，マサチューセッツ州，アメリカ合衆国）を
用いて， 試薬の標準仕様書に沿って調整し，初期熱変性 95℃ 10分，熱変性 95℃ 




PCR法と同じプライマーと DTCS Quick start Master mix （ベックマン・コール
ター社）を用いて，熱変性 95℃ 20秒，アニーリング 50℃ 20秒，伸長 60℃ 4
分，30回転で反応させ，シークエンスフラグメントを調整した．得られたシークエ
  
ンスフラグメントはエタノール沈殿を行って精製し，Beckmann Genome Lab 





3-3 同定された塩基置換の in silico解析 
 同定されたミスセンスレアバリアントは，PolyPhen2
（http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/），ならびに，SIFT（http://sift.jcvi.org/）














を制限酵素法によって検討した．健常人コントロール 100名の DNAを表 1の
Primerを用いて PCRで増幅した．AmpliTaq Gold 360 Master Mix(サーモフィッ
シャー・サイエンティフィック社)を用いて，試薬の標準仕様書に沿って調整し，初
期熱変性 95℃ 10分，熱変性 95℃ 30秒，アニーリング 56℃ 30秒，伸長 72℃ 
1分，35回転，最終伸長 72℃ 7分の反応で増幅した．次いで，レアバリアントが
陽性の場合のみ切断される制限酵素で処理した．すなわち，得られた PCR産物をエ
タノール沈殿して精製した後，精製 DNA 200 ng に対して，制限酵素製造者（ニュ
ー・イングランド・バイオラボ社，イプスウィッチ，マサチューセッツ州，アメリ
カ合衆国）が指定する 10×Buffer 1 μL および各制限酵素 2単位を加え，蒸留水で総












微鏡的なコピー数異常が 16症例で同定された．（症例番号 1-16，図 1-3，表 2）コ
ピー数異常の内訳は，欠失が 11例，重複が 5例であった．症例 1の欠失範囲は
PAR1全体を超える長さであり，その他の欠失範囲は PAR1内に限局していた．
SHOXのエクソンを含む欠失は，6症例(症例番号 1，2，3，5，10，11)で同定し，




















は，各ターゲット領域の depthは，平均 11527.36 reads (8081.0 – 16241.9 reads)
であった． 
SHOXのエクソンの塩基配列決定により，8症例において遺伝子内塩基置換を同定
















例番号 24, 25, 29, 31, 37, 38）であった． 
エンハンサー活性との関連があるヒストン H3の第 4リジンのモノメチル化
(H3K4me1)の有無を確認したところ，モノメチル化陽性である領域上に塩基置換が
位置していたのは，CNE-5と CNE5上の塩基置換のみであった．（図 5） 
種を超えた保存の程度を検索したところ，ヒトを含む 7種の生物全てが同一の塩
基であったのは 4か所の塩基置換のみであった（図 6）．そのほかの塩基置換は 7種
の生物種の間で異なる塩基を示したか，同一の塩基が存在しなかった． 
3. SHOXの異常が同定された患者の臨床像
コピー数異常が同定された 16名（症例番号 1-16）の患者の内訳は，ISSが 10例
  
と LWDが 6名であった（表 3）． In silico機能予測により病原性があると推測され
た翻訳領域内塩基置換を有する 4症例（症例番号 17-20）の内訳は，LWDが 2症
例，ISSが 2症例であった（表 2）．以上を総合すると明らかな SHOX異常は，ISS




基置換を，ISSの 1例（症例番号 21）で同定した．また，同義置換を ISSの 3例
（症例番号 22-24）で同定した．エンハンサー候補領域内の塩基置換を，ISSの 15
例（症例番号 25-39）で同定した．  
  
第Ⅵ章 考察 






1. 日本人患者 328名における SHOX異常の頻度と種類について 
我々は SHOXとその近傍の網羅的遺伝子解析を行い，病的意義があると推測され
る SHOX異常を ISSの 3.8%，LWDの 50%に同定した．欧州における比較的大規




される SHOX下流域の 47 kb欠失は今回解析を実施した患者コホートでは同定され
なかった 17, 28, 29)．この 47 kb欠失は，英国，ノルウェー，デンマーク，オランダ，
イタリアなどに加え，アメリカ合衆国などの欧米諸国で報告されている 17,28)．この
47 kb欠失が LWD患者で同定される頻度は，欧米全体では 11-15%程度とされる
が，国毎に差があり英国で高いことが報告されている 17, 28)．また，この 47 kb欠失
の切断点は，症例間の差が少なくほぼ同一の位置にあることが報告されている 17, 28,
























































い SHOX近傍の約 0.8 Mbに相同組み換え率が上昇する hotspotが存在することが








 病的意義が予測される塩基置換は，症例番号 17-20で同定された．この結果は， 
SHOXの病的点変異は SHOXの翻訳領域全域にわたって分布するが，homeobox領
域にやや集積する傾向があるという，過去の欧州の患者を対象とした研究の指摘と
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図の凡例 
図 1 症例番号 1-16で同定されたコピー数異常の模式図．（文献 45より引用．）最





る．点線で示した領域のコピー数は同定出来ていない．CNE: highly evolutionarily 
conserved noncoding DNA elements; ECR: evolutionally conserved region; ECS: 
evolutionally conserved sequence; p-ter: short arm telomere; cen, centromere. 
 






ローブを示す．CNE: highly evolutionarily conserved noncoding DNA elements 
 
  
図 3  aCGH（array-based comparative genomic hybridization；比較ゲノムハイ
ブリダイゼーション）法解析結果．（文献 45より引用．）上部の水平の目盛は性染色






図 4 症例番号 17-39の塩基置換．（文献 45より引用．）(a) SHOX近傍のゲノム






基上には，矢印を示した．a, b, cで示した塩基置換は複数患者で同定された．p-ter: 
short arm telomere; cen, centromere. 
 
図 5 予測された種を超えて保存された非翻訳領域（CNE；highly evolutionarily 
  
conserved non-coding DNA elements）の in silico解析でのエンハンサー活性の予
測．（文献 45より引用．）水平の線は性染色体のゲノム上の位置を示し，（hg19; 
NCBI Build 37）黄色と青は，各々CNE-5と CNE5を示す．同定した塩基置換の位
置は矢印で示した．エンハンサー活性に関与するヒストンメチル化マーカーの
H3K4Me1と，予測されるエンハンサー活性を示した．GM12878: 健常人 Bリンパ
芽球，HMEC: 乳腺上皮細胞，H1-hESC: 幹性胚細胞. p-ter: 短腕テロメア, cen: セ
ントロメア． 
 
図 6 置換された塩基近傍の非翻訳 DNA領域の種を超えた保存の程度．（文献 45よ
り引用．）置換された塩基は赤で示している． 
表1　本研究で使用したPrimer配列の一覧
Primer Target Forward Primer Reverse Primer Use Restriction enzymeb
SHOX-2a SHOX  exon 2 5’–ATAACAGCGCTGGTGATCC–3’ 5’–GTGATGTCCTGGAGGCTGG–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-2b SHOX  exon 2 5’–AAGTTTTGGAGAGCGGACTG–3’ 5’–CAAATGTGCACAGCGAGG–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-3a SHOX  exon 3 5’–CACGTTGCGCAAAACCTC–3’ 5’–GGGTAATGGGTCTCGTCG–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-3b SHOX  exon 3 5’–GGCAGACCAAGCTGAAACAG–3’ 5’–GACCAGGCGATGGCTCC–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-4 SHOX  exon 4 5’–CTGGGCTGGGTTCACAGG–3’ 5’–GACCCCATCCCTCCTGG–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-5 SHOX  exon 5 5’–GGCTACACCCAGGACCAC–3' 5’–GCAGCAAATAGGGGAAAGG–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-6a SHOX  exon 6 5’–CCCCATCCTGCGCCCTC–3’ 5’–TCTTGCTGTTGCTTTTGGC–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
SHOX-6b SHOX  exon 6 5’–GCGCCCTACCTGATGTTC–3’ 5’–GGTTGAGTGCAGGACGC–3’ Multiplex PCR for NGS library preparing –
398441 chrX:398,441a 5’– CAAACACGGAACAGCACACT –3’ 5’– CCTCTCTTGAAAGGCGTCTG –3’ Sanger sequencing / Identification of an altered nucleotide in normal controls Tsp45I
398561 chrX:398,561a 5’– GCCTCTGCTGTTTGATTTCC –3’ 5’– GTGCCGTGGCGTTGTCTAC –3’ Sanger sequencing –
516836 chrX:516,836a 5’– TACACTGCACGCTCCGTATG–3’ 5’– GGGCCACTGCCTGTAACTAA–3’ Sanger sequencing –
591769 chrX:591,769a 5’–CAGCCATGGAAGAGCTCAC–3’ 5’–GGAGCGCAAAGGAACTTACC–3’ Sanger sequencing –
595440 chrX:595,440a 5’– CACGTTGCGCAAAACCTC–3’ 5’– GGCTGTACGCGTGCTGTG–3’ Sanger sequencing –
595440 chrX:595,468a 5’– CACGTTGCGCAAAACCTC–3’ 5’– GGCTGTACGCGTGCTGTG–3’ Sanger sequencing –
595387 chrX:595,387a 5’–CACGTTGCGCAAAACCTC–3’ 5’–GGCTGTACGCGTGCTGTG–3’ Sanger sequencing –
595387 chrX:595,500a 5’–CACGTTGCGCAAAACCTC–3’ 5’–GGCTGTACGCGTGCTGTG–3’ Sanger sequencing –
601735 chrX:601,735a 5’–AGTGCCGCAAACAAGAGAAT–3’ 5’–TTTCTAAGGGCCAGCTGAGA–3’ Sanger sequencing –
601735 chrX:601,765a 5’–AGTGCCGCAAACAAGAGAAT–3’ 5’–TTTCTAAGGGCCAGCTGAGA–3’ Sanger sequencing –
605190 chrX:605,190a 5’–TGCTGGAATTCTTGCTGTTG–3’ 5’–GCTCCCTAGGGGAGAAGAGG–3’ Sanger sequencing –
751039 chrX:751,039a 5’–CTGGCTACAGCTGACGAGTG–3’ 5’–GAAACGAGGGGAGGTGGT–3’ Sanger sequencing / Identification of an altered nucleotide in normal controls Tsp45I
751039 chrX:751,072a 5’–CTGGCTACAGCTGACGAGTG–3’ 5’–GAAACGAGGGGAGGTGGT–3’ Sanger sequencing –
751205 chrX:751,205a 5’–CTCGTTTCCAACCCCTAGAA–3’ 5’–GAAAATAGACTGCCTTGCTTGG–3’ Sanger sequencing –
751319 chrX:751,319a 5’–AGAAAGGCATATCCAGAGTGACA–3’ 5’–AATTTCGCCACCCTATAGCA–3’ Sanger sequencing –
751686 chrX:751,686a 5’–TCCTATCGATCCCCTGTCTG–3’ 5’–CATCTCCCGTGTGTCACATT–3’ Sanger sequencing / Identification of an altered nucleotide in normal controls FatI
780587 chrX:780,587a 5’–TGGAATCAAAATCGGGATATG–3’ 5’–AAAGACGGGCAAAAGGTACA–3' Sanger sequencing / Identification of an altered nucleotide in normal controls MwoI
780846 chrX:780,846a 5’–TGATGTGGATTCAGCCAAAC–3’ 5’–CAAGGTGAGGAGGGCAGTAA–3’ Sanger sequencing / Identification of an altered nucleotide in normal controls NciI
835007 chrX:835,007a 5’– CCCTTCCACGTTGTTCATTT–3’ 5’–GCCTCATTTTCTTTGCAAGC–3’ Sanger sequencing –
a Genomic positions referred to UCSC Human Genome Browser (February 2009, hg19, build 37).
bRestriction enzymes were used to identify an altered nucleotide in normal control.
表 2. 本研究で同定された塩基置換(文献45より引用）
Case Genomic Affected SHOX Nucleotide Amino acid SHOX  mutation
 positiona exon/CNE change change PolyPhen2b SIFTc databased HGVf ExACg 1000Genomeh Our controli
Missense substitutions
17 chrX: 595,440 exon 3 C365G Thr122Ser Probably Damaging Damaging N.D. N.D. N.D. 1/114,528 N.D. …
18 chrX: 595,468 exon 3 G393C Glu131Asp Probably Damaging Damaging N.D. rs374188319 N.D. 2/100,146 N.D. …
19 chrX: 595,500 exon 3 C425G Pro142Arg Probably Damaging Damaging ISS and LWD? N.D. N.D. N.D. N.D. …
20 chrX: 605,190 exon 6 C698T Ala233Val Probably Damaging Tolerated ISS and LWD? N.D. 0.008 2/12,752 N.D. …
21 chrX: 591,769 exon 2 C137T Ser46Phe Benign Tolerated N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. …
Silent substitutions
22 chrX: 595,387 exon 3 G312C Val104Val … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. …
23 chrX: 601,735 exon 5 C546T Gly182Gly … … Phenotype unknown rs138998412 N.D. 3/121,402 N.D. …
24 chrX: 601,765 exon 5 C576T Asp192Asp … … Heart disease rs200088460 N.D. 7/121,400 N.D. …
Nucleotide changes in CNE
25 chrX: 398,441 CNE-5 A > G None … … N.D. rs373482520 N.D. N.D. N.D. 3/200
26 chrX: 398,561 CNE-5 C > T None … … N.D. rs183167540 N.D. N.D. 7/5,008 …
25 chrX: 516,836 CNE-2 C > A None … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 0/200
27 chrX: 751,039 CNE5 T > G None … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 1/200
26, 28-30 chrX: 751,072 CNE5 A > G None … … N.D. rs139314781 N.D. N.D. 7/5,008 …
26, 27, 31-33 chrX: 751,205 CNE5 C > T None … … N.D. rs73616298 N.D. N.D. 215/5,008 …
34, 35 chrX: 751,319 CNE5 A > G None … … N.D. rs184927696 N.D. N.D. 14/5,008 …
36 chrX: 751,686 CNE5 G > A None … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 1/200
37 chrX: 780,587 ECR1 C > G None … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 0/200
38 chrX: 780,846 ECR1 T > G None … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 2/200
39 chrX: 835,007 CNE9/ECS4 G > C None … … N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 3/200
a Genomic positions referred to UCSC Human Genome Browser (February 2009, hg19, build 37).
b Based on the data of PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).
c Based on the data of SIFT (http://sift.jcvi.org/).
d LOVD X-chromosome gene database Short stature homeobox (http://grenada.lumc.nl/LOVD2/MR/home.php?select_db=SHOX)
e NCBI dbSNP web site (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/).
f Human genetic variation browser (http://www.genome.med.kyoto-u.ac.jp/SnpDB/).
g ExAC Browser (http://exac.broadinstitute.org/).
h 1000 Genomes Browser (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/)
i 100 Japanese adults with normal stature.
CNE, highly conserved non-coding DNA elements; ECR, evolutionarily conserved region; ECS, evolutionarily conserved sequence; ISS, idiopathic short stature; LWD, Leri-Weill dyschondrosteosis;
Predicted Function
dbSNPe
Allele frequency in the general population
表 3. SHOX異常を同定した患者における解析結果と臨床症状（文献45より引用）
Cases Sex Age Clinicaldiagnosis
Stature
(SDS) Additional clinical features Genetic defects
Affected
SHOX  exon Affected CNE
Copy-number variations
1 F N.D. LWD N.D. N.D. Deletion All All
2 F 6.9 LWD -3.6 None Deletion All CNE-5, CNE-3, and CNE-2. 
3 F 0.5 LWD -1.7 None Deletion Exons 1-2 CNE-5, CNE-3, and CNE-2. 
4 M 4.0 ISS -5.0 Macrocephalus Deletion None CNE-5, CNE-3, and CNE-2. 
5 F 10.8 LWD -1.4 CV Deletion All NE-3, CNE-2. CNE4, CNE5, ECR1 and ECS4/CNE9 
6 F 4.0 ISS -3.1 None Deletion Exon 6b  CNE4
7 M 16 LWD -3.0 None Deletion None CNE4, CNE5, ECR1 and ECS4/CNE9 
8 F 11.0 ISS -2.3 None Deletion None  CNE4
9 F 11.1 LWD -1.4 None Deletion None Downstream region
10 M 6.7 ISS -2.3 None Deletion Exon 1 None
11 M 6.3 ISS -4.1 None Deletion Exon 1 None
12 M 9.5 ISS -2.5 None Duplication Exons 1-3  CNE-5, CNE-3, and CNE-2.  
13 F 1.9 ISS -2.7 None Duplication All CNE-2, CNE4 and CNE5
14 M 3.2 ISS -2.9 None Duplication All CNE4, CNE5, ECR1 and CNE9/ECS4 
15 F 4.6 ISS -2.4 None Duplication None CNE9/ECS4
16 M 6.4 ISS -2.0 None Duplication None Downstream region
Nucleotide alterations in SHOX exon
17 F 8.6 LWD -2.6 Webbed neck, CV Missense substitution Exon 3 None
18 F 4.4 ISS -3.2 Mild cubitus valgus Missense substitution Exon 3 None
19 F 5.5 LWD -2.5 Mesomelia, CV Missense substitution Exon 3 None
20 M 9.8 ISS -2.1 None Missense substitution Exon 6 None
21 M 10.8 ISS -2.1 None Missense substitution Exon 2 None
22 F 3.2 ISS -3.5 None Silent substitution Exon 3 None
23 M 3.5 ISS -2.3 None Silent substitution Exon 5 None
24 F 2.9 ISS -3.0 CV Silent substitution Exon 5 None
Nucleotide alterations in CNE
25 F 5.3 ISS -2.8 None Substitution in CNE None CNE-5 and CNE-2
26 F 5.2 ISS -3.4 None Substitution in CNE None CNE-5 and CNE5a
27 M 4.9 ISS -3.2 None Substitution in CNE None CNE5b
28 M 3.0 ISS -4.7 Macrocephalus Substitution in CNE None CNE5
29 F 4.6 ISS -2.3 None Substitution in CNE None CNE5
30 F 10.5 ISS -2.5 None Substitution in CNE None CNE5
31 M 14.0 ISS -2.6 Nonspecific bone changes Substitution in CNE None CNE5
32 F 6.1 ISS -2.5 None Substitution in CNE None CNE5
33 M 9.9 ISS -2.9 None Substitution in CNE None CNE5
34 F 10.0 ISS -3.6 Micrognathia, high archedpalate Substitution in CNE None CNE5
35 F 2.0 ISS -3.5 Prominent forehead Substitution in CNE None CNE5
36 M 6 ISS -3.0 None Substitution in CNE None CNE5
37 M 5.6 ISS -2.9 Blepharoptosis Substitution in CNE None ECR1
38 M 16.8 ISS -2.6 None Substitution in CNE None ECR1
39 F N.D. ISS N.D. None Substitution in CNE None CNE9/ECS4
CNE, highly conserved non-coding DNA elements; N.D.,, No data; F, female; M male; ECR, evolutionarily conserved region; LWD, Leri-Weill dyschondrosteosis;
ISS, idiopathic short stature; ECS, evolutionarily conserved sequence; CV, cubitus valgus.
a Cases 26 carried two nucleotide alterations in CNE5.
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C T C C C K G A C T T
Case 38 (X:780,846 T>G)
A G T C C S G G T T C
Case 39 (X:835,007 G>C)
C T T G T S C A T C T
Case37 (X:780,587 C>G)
A A A A A M C C A A A
Case 25 (X:516,836 C>A)
C A A T C K T C A C C
Case 27 (X:751,039 T>G)
T G C A C R T G G T G
Case 33 (X:751,686 G>A)
C C G C A S C A A C T
Case 17 (p.Thr122Ile）
G C G C T Y C C G G G
Case 21 (p.Ser46Phe)
A A C G A S C T C G A
Case 18 (p.Glu131Asp)
T T A C C S C G A C G
Case 19 (p.Pro142Arg)
A C A G G Y G T C A T
Case 23 (p.Gly182Gly)
C T A G A Y G C C T G
Case 24 (p.Asp192Asp)









Case 25 Cases 27 a b c 37 38   39      
6a432exon 1 5
Case 21 22 17 18 19 23 24              20
G G C A A R T T A A T
a: Cases 26, 28-30
(X:751,072 A>G)
G C C C G Y G G T G A
b: Cases 26, 27, 31-33
(X:751,205 C>T)
Cases 25 26
c: Cases 34, 35 
(X:751,319 A>G)
G A T T T R G T T T C
Case 26 (X:398,561 C>T)
A G A G G Y G C G T T
Case 25 (X:398,441 A>G)
A G G A C R T G A C A


























Human A AGT C AGGA C A T GA C A CGT GG
Rhesus - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Dog - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Elephant - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Chicken A AGT GA A T A C A T GA C A C T CGC
X-tropicalis A AGT GA A T A C A T GA C A T T CGC
Zebrafish GAGT GA A C - - - - - - - A T C - - -
CNE-5 chrX:398,561
Human T C A AGAGAGGCGCGT T GT C T G
Rhesus - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Dog - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Elephant - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Chicken T A A AGT GAGA T GGGT T A T C T G
X-tropicalis T A A AGT GAGA T GGGT T A T C T G
Zebrafish T T A AGT GAGA T GGGT T AGC T G
CNE-2 chrX:516,836
Human C A T GA A A A A A CCC A A A A T A CC
Rhesus C A T T A A A A A T A A A A A A A - - - C
Dog C A T T A A A A A T A C - - - - - - - - C
Elephant C A T T A A A A A T A A - - - - - - - - C
Chicken C A T T A A A A A T A T - - - - - - - - C
X-tropicalis C A T A A A A A A T A T - - - - - - - - C
Zebrafish C A T T A A A A A T A C - - - - - - - - C
CNE5 chrX:751,039
Human C A T T T C A A T C T T C A CC T C A T G
Rhesus C A T T T C A A T C T T GGCC T C A T G
Dog C A T T T C A A T C T CGGCC T C A T G
Elephant C A T T T C A A T C T CGGCC T C A T G
Chicken C A T T T C A A T C T T GGCC T C A T G
X-tropicalis C A T T T C A A T C T C AGA C T C A T G
Zebrafish C A T T T C A A T C T C AGCC T C A T G
CNE5 chrX:751,072
Human C AGCCGGC A A A T T A A T A A C AG
Rhesus C AGCCGGC A A A T T A A T A A C AG
Dog - CGGC T GC A A A T T A A T A A C AG
Elephant CCGGT T GC A A A T T A A T A A CCG
Chicken T AGGC T GC A A A T T A A T A A C AG
X-tropicalis C AGA C T GC A A A T T A A T A A C AG
Zebrafish CCGGCCC A A A A T T A A T A A CGC
CNE5 chrX:751,205
Human T A CCGGCCCGCGGT GA A T GA C
Rhesus T A CCGGGCGGCCGT GA A T GA C
Dog T A T CGG - CGGCGGT GA A T GA C
Elephant T GCGGA - CCGC AGT GAGT GA C
Chiken T A T T GGCCGA CGGT GA A T GA C
X-tropicalis T A T T GGT C T GC T A T GA A T GA C
Zebrafish - - - - - - - C T CC A A T GA A T GGC
CNE5 chrX:751,319
Human GGGA CGA T T T AGT T T CC A T GA
Rhesus GGGA C A A T T T AGT T T CC A T GA
Dog GGGA C A A T T T AGT T T CC A T GA
Elephant GGGA C A A T T T AGT T T CC A T GA
Chicken GGGA C A A T T T AGT T T CC A T GA
X-tropicalis AGGGC A A A T T AGT T T CC A T GA
Zebrafish GGGA C A A T T T AGT T T CC A T A A
CNE5 chrX:751,686
Human AGGA C T GC A CGT GGT GA C A CG
Rhesus AGGA C T - - - CGT GGT GA C A CG
Dog A AGA T C - - G - - T GGAGA C - - G
Elephant A AGCC T - - - - - - - - - GA C - - G
Chicken A AGGC T GC A CGT AGT - A C - - G
X-tropicalis A AGGC T - C A T GT T GT - A T - - G
Zebrafish A AGCC T T C A CGT - - - GA T - - G
ECR1 chrX:780,587
Human T GCCCC T T GT CC A T C T GCGT C
Rhesus GGCCCC T T A T CC A T C T GT GT C
Dog GGT CCC T T CC T C A T GCGA A T C
Elephant - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Chicken - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X-tropicalis - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Zebrafish - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
ECR1 chrX:780,846
Human C T C A T C T CCC T GA C T T C T A A T
Rhesus C T C A T C T CCC T GA C T T C T A A T
Dog C T C A T C A CCC T GA C T T C T A A T
Elephant CGCC T C A CCCCGGC T T C T A A T
Chicken C T C A T C A C A C T GA C T CC T A A T
X-tropicalis C T C A T C A C A C AGA C T CC T A A T
Zebrafish C T C A T C A CGCCGCCGC T T A A T
CNE9 chrX:835,007
Human C A A A C AGT CCGGGT T CC T T C A
Rhesus A A T A T GGC A CGT GGCC T T T C A
Dog A A A A T CC T A C A T T T T C T T T C A
Elephant A A A A CCC T A CGT T T T C T T CC A
Chicken A A A A T CC T A C A T T T T C T T T C A
X-tropicalis T A AGT T C T A C A T T T GC T C T C A
Zebrafish - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
図6
